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Определение перестроек гена ALK 
в селектированной популяции 
российских больных 
немелкоклеточным раком легкого
И.А. ДЕМИДОВА, Е.О. ЦЕПЕНЩИКОВА, А.А. БАРИНОВ, И.М. ГАГАРИН, Н.А. САВЕЛОВ, 
В.Н. ГРИНЕВИЧ, С.А. ТЮЛЯНДИН 
Определение перестроек гена ALK у больных немелкоклеточным раком легкого (НМРЛ) предложено в качестве 
обязательной процедуры большинством современных международных рекомендаций по диагностике и лечению 
онкологических заболеваний. Целью исследования было проведение тестирования методом флюоресцентной 
гибридизации in situ (FISH) транслокаций с участием гена ALK у пациентов, направленных на тестирование мута-
ций гена EGFR в рамках Программы Общества онкологов-химиотерапевтов «Совершенствование молекулярно-
генетической диагностики с целью повышения эффективности противоопухолевого лечения» www.cancergenome.ru. 
Успешное тестирование проведено 189 из 200 больных НМРЛ без мутаций гена EGFR. Выявлено 12 позитивных 
случаев (6,3 %). Показана зависимость частоты выявления реаранжировок гена ALK от гистологической формы 
опухоли, статуса курения и возраста пациента. Подтверждена эффективность использования метода FISH для ши-
рокого тестирования перестроек гена ALK в группе больных с железистыми гистологическими типами НМРЛ.
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Введение
Немелкоклеточный рак легкого (НМРЛ) 
является одним из наиболее пристально изуча-
емых онкологических заболеваний, что неуди-
вительно, учитывая высокую частоту встреча-
емости этой патологии и более чем скромные 
успехи стандартной терапии [1]. Результаты 
исследований с применением современных 
методов молекулярной биологии позволили 
коренным образом изменить наши представ-
ления об особенностях возникновения разных 
форм этого заболевания и, соответственно, 
о тактике лечения и прогнозирования его тече-
ния. Стало совершенно очевидным, что с точ-
ки зрения генетической структуры опухоли, 
НМРЛ может быть разделен на принципиально 
разные группы, зависящие от ведущих этиоло-
гических факторов и типа онкогенеза. К наи-
более интенсивно изучаемой группе относятся 
так называемые «невинные» раки, не связан-
ные с курением, двигателями онкогенеза кото-
рых является довольно ограниченное количе-
ство генетических нарушений [2]. Типичным 
примером таких опухолей являются адено-
карциномы, ассоциированные с аномалиями 
генов EGFR, ALK, ROS1, RET. Возможность ле-
карственного блокирования аберрантных фер-
ментов-тирозинкиназ, кодируемых этими гена-
ми, позволяет в большинстве случаев добиться 
временного возврата опухолевых клеток к по-
добию нормального развития и, соответствен-
но, их естественной гибели и выраженному 
уменьшению размера опухоли.
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Доказанная в клинических исследованиях 
I и II фазы высокая эффективность кризотини-
ба как сочетанного блокатора тирозинкиназ 
ALK, MET и ROS1 позволила провести процеду-
ру ускоренной регистрации препарата для па-
циентов с перестройками гена ALK сначала 
в США, а затем и в остальных странах мира [3]. 
Более того, последние рекомендации по моле-
кулярно-генетическому тестированию НМРЛ, 
разработанные Колледжем американских па-
тологов (CAP), Международной ассоциацией 
по изучению рака легких (IASCL) и Ассоциа-
цией молекулярной патологии (AMP), пред-
лагают обязательное определение перестроек 
гена ALK при аденокарциноме легкого с диким 
типом гена EGFR [4]. Таким образом, система-
тическое направление больных НМРЛ для вы-
явления реаранжировок гена ALK должно быть 
внедрено в ежедневную практику врача-онко-
лога, так же, как и направление на определе-
ние мутаций гена EGFR.
Данное исследование стало первым пи-
лотным проектом тестирования перестроек 
гена ALK у больных НМРЛ в рамках Програм-
мы Общества онкологов-химиотерапевтов 
«Совершенствование молекулярно-генетиче-
ской диагностики с целью повышения эффек-
тивности противоопухолевого лечения» www.
cancergenome.ru.
Основными задачами проекта стали опре-
деление частоты встречаемости реаранжировок 
ALK в группе пациентов, направляемых на ис-
следование мутаций гена EGFR российскими 
онкологами, и изучение возможности массового 
проведения данного тестирования методом флу-
оресцентной гибридизации in situ (FISH).
Материалы и методы
В исследование были включены 200 паци-
ентов с НМРЛ, направленных на определение 
мутаций гена EGFR в рамках проекта www.
cancergenome.ru с мая по сентябрь 2013 года. 
Основным критерием отбора пациентов было 
отсутствие мутаций EGFR, другие критерии 
(гистологический тип НМРЛ, пол, возраст, 
статус курения) не учитывались. В качестве 
материала для исследования присылался би-
опсийный материал, фиксированный в фор-
малине и залитый в парафин, окрашенные 
и неокрашенные цитологические препараты, 
плевральный выпот, окрашенные гистологи-
ческие препараты. Исследование проводилось 
только в случае наличия опухолевых клеток 
в образце в достаточном количестве (не менее 
50 в препарате), подтвержденном квалифици-
рованным патоморфологом или цитологом.
В качестве метода исследования проводи-
лась FISH с использованием Vysis LSI ALK Break 
Apart Rearrangement Probe Kit (Abbott Molecular, 
США) по методике, предложенной производи-
телем. Основные этапы методики несколько 
отличались для разного материала. Из препа-
ратов, фиксированных в формалине и залитых 
в парафин, приготавливались гистологические 
срезы толщиной 3-4 микрона, которые подвер-
гались выдержке в термостате при температу-
ре 56°С, дальнейшей депарафинизации и пред-
варительной обработке раствором тиоцианата 
натрия. Цитологические препараты при не-
обходимости отмывались от окрашивающего 
состава и выдерживались в фиксирующем рас-
творе. Из плеврального выпота приготавливал-
ся клеточный осадок в фиксирующем раство-
ре. Далее проводилась обработка материала 
протеазой и проведение гибридизации с флу-
оресцентным зондом в программируемом тер-
мостате Dako (Dako, Дания) или Thermobrite 
(Abbott Molecular, США) в температурном ре-
жиме, рекомендуемом производителем. По за-
вершении гибридизации проводилась отмывка 
несвязавшейся пробы и окрашивание препа-
ратов 4’,6-диамидино-2-фенилиндолом (DAPI) 
для визуализации ядер клеток. Просмотр го-
товых препаратов и оценка результатов гибри-
дизации приводились с использованием флу-
оресцентного микроскопа Axioimager A2 (Karl 
Zeiss, Германия), изображение фиксировалось 
при помощи программы ISIS (Metasystems, 
Германия). Гибридизация считалась успеш-
ной в тех случаях, когда ядра не менее чем 80 % 
опухолевых клеток имели непрерывные гра-
ницы, уровень аутофлуоресценции позволял 
отчетливо различать зеленые флуоресцентные 
сигналы, внутри ядер выявлялись четкие сиг-
налы красного, зеленого или желтого цветов. 
Для оценки результатов подсчета использова-
лись критерии, предложенные группой экспер-
тов Европейского общества патологов (ESP) 
в 2012 г. [5]. Подсчитывались сигналы не ме-
нее чем в 50 ядрах опухолевых клеток в 4 зонах 
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опухоли. Перестройка гена ALK считалась дока-
занной, если более чем в 15 % ядер, кроме одно-
го и более слитных сигналов, соответствующих 
неперестроенной 2 хромосоме, выявлялось 
расхождение красного и зеленого сигналов 
на расстояние, соответствующее двойному раз-
меру наибольшего (красного) сигнала и под-
тверждающее произошедшую реаранжировку 
гена. Кроме того, перестроенными считались 
случаи, когда, кроме одного и более слитных 
сигналов, в ядрах выявлялись один и более оди-
ночных красных сигналов. Такой тип распре-
деления сигналов встречается при сочетании 
транслокации и частичной делеции гена ALK. 
В тех случаях, когда количество ядер опухоле-
вых клеток с признаками перестройки сигнала 
составляло более 15 %, но менее 50 %, соглас-
но рекомендациям ESP, препарат обязательно 
просматривался вторым специалистом.
Статистическая обработка полученных 
данных проводилась с использованием метода 
вычисления критерия χ2 Пирсона или точного 
критерия Фишера путем анализа таблиц сопря-
женности с вычислением статистик связи.
Результаты
Провести анализ удалось в 189 случаях 
из 200, взятых в исследование (94,5 %). Демо-
графические и клинические характеристики 
больных представлены в таблице 1.
В 11 случаях гибридизация флуоресцент-
ной пробы не была удачной. Причинами не-
удачи были нарушения обработки препарата 
на преаналитическом этапе. Выявлялись при-
знаки либо избыточно длительной фиксации 
(возможно в кислом формалине), приводящей 
к повреждению ДНК за счет образования устой-
чивых нековалентных связей и дезаминации, 
либо слишком короткой фиксации, ведущей 
к образованию неравномерных коагулятов, со-
держащих протеины и ДНК, и продолжающе-
муся аутолизу внутри препарата [6;7].
Наиболее частым генетическим событи-
ем, обнаруженным при просмотре препара-
тов, было увеличение копийности гена ALK 
(от 3 до 15 копий, в среднем — 6 копий на клет-
ку). Зависимости увеличения копийности 
от гистологического типа НМРЛ и статуса куре-
ния пациентов выявлено не было.
Всего в группе из 189 больных, которым 
удалось выполнить анализ, было выявлено 
12 пациентов с перестройкой гена ALK (6,3 %). 
Среднее количество клеток с признаками пе-
рестройки составило 62,4 % (41–90 %). Более 
чем в половине случаев (7 из 12), определялась 
реаранжировка с частичной делецией гена, 
на что указывала потеря зеленого сигнала 
на перестроенной хромосоме. Увеличение ко-
пийности как нормальной, так и перестроен-
ной хромосомы обнаруживалось в 5 образцах. 
Клинические, демографические и генетиче-
ские характеристики всех пациентов с реаран-
жировкой гена ALK представлены в таблице 
№ 2. В остальных 179 случаях количество кле-
ток с раздельно лежащими сигналами не пре-
 Таблица 1. Характеристика всей группы 
обследованных пациентов  
Параметр Значение
Общее число пациентов 189
Возраст (г)
Медиана 
Разброс значений
 60
22—85
Пол (n/%) 
Мужчины
Женщины
103 (54%)
86 (46%)
Статус курения(n/%) 
Некурящие 
Курящие или когда-либо курившие 
Статус курения неизвестен
 74 (39,2%)
82 (43,3%)
33 (17,5%)
Гистологический тип опухоли (n/%) 
Аденокарцинома  
Железисто-плоскоклеточный рак 
Плоскоклеточный рак 
Крупноклеточный 
Другое (низкодифференцированный и 
прочее)
 165 (87,4%)
2 (1%)
14 (7,4%)
2 (1%)
6 (3,2%)
Тип исследуемого материала 
Гистологический препарат, 
фиксированный в формалине и залитый 
в парафин (парафиновый блок)  
Цитологический препарат (окрашенный 
или неокрашенный) 
Плевральный выпот 
Окрашенный гистологический препарат 
 
164 (86,8%)
21 (11,1%)
3 (1,6%)
1 (0,5%)
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вышало 4,5 % (от 1 % до 13 %), что было ниже 
порогового значения в 15 % и позволило отне-
сти эти случаи к неперестроенным.
При оценке факторов, ассоциирующихся 
с наличием транслокаций с участием гена ALK, 
в обследованной группе больных было обна-
ружено, что данное генетическое нарушение 
встречается исключительно у больных с желе-
зистой дифференцировкой НМРЛ (12 случаев 
из 167 или 7,2 %). Ни в одном случае с другими 
гистологическими формами НМРЛ перестроек 
ALK не обнаружено (0 из 22), хотя статистиче-
ской достоверности при данном размере и со-
ставе выборки получено не было (ОР=1.1424; 
ДИ95 %=0.8067–0.8067; р=0.4048).
Вторым фактором, существенно влия-
ющим на частоту встречаемости реаранжи-
ровок гена ALK, стал статус курения. У неку-
рящих пациентов перестройки встречались 
достоверно чаще, чем у когда-либо куривших 
или больных с неизвестным статусом куре-
ния. Из 74 некурящих пациентов у 9 выяв-
лены транслокации ALK (12,2 %), в то время 
как среди 115 больных, куривших или с неиз-
вестным статусом курения, обнаружено всего 
3 случая (2,7 %) с перестройкой (ОР=2.0428; 
ДИ95 %=1.1285–2.6280; р=0.0207).
Кроме того, реаранжировки гена ALK чаще 
обнаруживались у людей относительно молодо-
го возраста. Среди 84 пациентов младше 60 лет 
было выявлено 11 больных с транслокациями 
ALK (13 %), в то время как в старшей возраст-
ной группе из 105 человек лишь в 1 случае об-
наруживалось данное генетическое нарушение 
(ОР=2,2231; ДИ95 %=1.4020–2.4464, р=0.0028).
Сочетание указанных факторов, при ожи-
даемом сужении исследуемой группы, приве-
ло к существенному росту шансов выявления 
реаранжировок гена ALK. Так, в группе моло-
дых некурящих пациентов с аденокарциномой 
без мутаций гена EGFR, частота встречаемо-
сти транслокаций составила 25 %. В таблице 
№ 3 представлено влияние указанных фак-
торов на частоту выявления перестроек гена 
ALK при последовательном отборе пациентов.
Обсуждение 
Необходимость выявления пациентов 
с транслокациями гена ALK среди больных 
НМРЛ доказана клиническими исследованиями 
и не подлежит сомнению [8; 9]. Алгоритм об-
следования пациентов может быть различным, 
однако, в нашем исследовании мы придержи-
вались рекомендаций CAP-IASCL-AMP, предла-
гающим выполнять поиск перестроек гена ALK 
у пациентов после предварительного опреде-
ления мутаций гена EGFR [4]. Дополнительное 
 Таблица 2. Характеристика пациентов с перестройками гена ALK 
№ №№ Пол Возраст
Гистологическая 
форма
Статус 
курения
Вид материала
Количество 
сигналов
% клеток 
с перестройкой 
гена ALK
1 F5 ж 51 аденокарцинома не курит парафиновый блок 2-3F;1-2R 90
2 F22 ж 22 аденокарцинома не курит парафиновый блок 1-7F;1-2Spl. 60
3 F25 ж 40 аденокарцинома не курит
цитологический 
препарат
1-2F;1-2R 90
4 F34 ж 47 аденокарцинома
бывший 
курильщик
Окрашенный 
гистологический 
препарат
1-2F;2R 73
5 F46 ж 41 аденокарцинома не курит парафиновый блок 1-5F;1R 50
6 F53 ж 47 аденокарцинома не курит парафиновый блок 1-12F;1-3Spl. 95
7 F73 ж 58 аденокарцинома не курит парафиновый блок 1-2F;1Spl. 41
8 F92 ж 52 аденокарцинома не курит парафиновый блок 1-4F;1-4R 92
9 F117 м 61 аденокарцинома курит парафиновый блок 1-3F;1-2R 80
10 F159 ж 58 аденокарцинома не курит парафиновый блок 1-2F;1-2R 78
11 F174 ж 52 аденокарцинома неизвестно парафиновый блок 2-4F1-2Spl. 62.4
12 F184 ж 51 аденокарцинома не курит парафиновый блок 1-2F;1Spl. 73.5
Примечания: F- слитный сигнал (fused), Spl — расщепленный сигнал (split), R — одиночный красный сигнал (red) с потерей зеленого.
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тестирование для выявления пациентов с други-
ми, потенциально исключающими перестройки 
ALK, генетическими нарушениями (например, 
мутациями гена KRAS) не проводилось, хотя, 
возможно, это позволило бы дополнительно су-
зить группу обследуемых больных.
В настоящее время хорошо известны кли-
нические и демографические признаки группы 
пациентов, для которых характерны перестрой-
ки гена ALK. В целом они идентичны признакам, 
типичным для группы с мутациями гена EGFR.
В первую очередь, имеет значение гистоло-
гическая форма опухоли. Практически все слу-
чаи реаранжировок гена ALK обнаруживаются 
у больных с аденокарциномой, хотя встречают-
ся единичные сообщения о выявлении перестро-
ек в опухолях с гистологическими признаками 
плоскоклеточного и крупноклеточного рака 
[10]. В нашем исследовании были получены схо-
жие результаты, перестройки гена ALK встреча-
лись только в образцах с железистыми формами 
НМРЛ, частота встречаемости среди аденокар-
цином составила 7,2 %. Ни в одном случае пло-
скоклеточного и крупноклеточного рака транс-
локации с участием ALK выявлены не были. 
Известным фактом является высокая частота 
встречаемости перестроек при аденокарцино-
ме с перстневидными клетками [11]. В группе 
больных с транслокациями, выявленной в на-
шем исследовании, только в 3 случаях из 12 об-
наруживалась эта форма аденокарциномы, хотя 
ранее нами также отмечалась подобная законо-
мерность [12]. Возможно, определенное влия-
ние на редкую встречаемость аденокарциномы 
с перстневидными клетками в нашей выборке 
оказал тот факт, что почти в половине случаев 
для анализа предоставлялся материал из мета-
статических очагов, где опухоль может иметь 
несколько другую морфологическую структуру. 
В связи с этим необходимо отметить, что в на-
стоящее время большинство исследователей 
придерживается мнения, что морфологические 
подтипы аденокарциномы не должны влиять 
на выбор пациентов, направляемых на тестиро-
вание перестроек гена ALK [13]. Практически 
любая форма аденокарциномы может сопрово-
ждаться реаранжировками гена ALK.
По данным литературы, частота встреча-
емости перестроек ALK у больных аденокар-
циномой легкого довольно широко варьиру-
ет — от 3 % до 14 % в зависимости от выборки 
[14]. Такие существенные различия связаны, 
в первую очередь, со следующим важным фак-
тором — статусом курения пациента. Согласно 
опубликованным данным, частота выявления 
перестроек ALK у некурящих больных НМРЛ 
составляет от 13,7 % до 20 % [15; 16]. В нашем 
исследовании транслокации ALK выявлялись 
у 12,2 % некурящих пациентов. Относительно 
невысокая частота встречаемости реаранжи-
ровок в группе некурящих была связана с тем, 
что в эту группу попали пациенты не только 
с аденокарциномой, но и с другими гистологи-
ческими типами НМРЛ. В подгруппе некурящих 
больных с железистыми формами НМРЛ пере-
стройки ALK обнаруживались в 12,9 % случаев, 
что также несколько ниже данных других иссле-
дователей. В целом, среди пациентов с транс-
локациями ALK 9 из 12 человек (75 %) никогда 
не курили. Тем не менее, курение не является 
фактором, абсолютно исключающим наличие 
этой генетической аномалии у больных НМРЛ, 
что подтверждается данными литературы. 
В публикации Weickhardt и Camidge упомина-
 Таблица 3. Последовательное влияние факторов селекции пациентов на выявление перестроек гена ALK
Группа больных
Количество 
тестируемых 
пациентов (процент 
от общей популяции)
Количество (процент) 
позитивных случаев 
в исследуемой группе
Количество  
пропущенных 
ALK+ пациентов 
(процент от всех 
позитивных случаев)
Все пациенты с НМРЛ без мутаций гена EGFR 189 (100%) 12 (6,3%) 0
Больные с аденокарциномой 167 (88,4%) 12 (7,2%) 0
Некурящие больные с аденокарциномой 70 (37%) 9 (12,9%) 3 (25%)
Некурящие больные с аденокарциномой младше 60 лет 36 (19%) 9 (25%) 3 (25%)
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ется, что среди больных с перестройками ALK 
число когда-либо куривших может превышать 
40 % [17]. В нашем исследовании 2,7 % всех ку-
рильщиков, или 3 % курильщиков с аденокар-
циномой оказались носителями транслокаций. 
Эти пациенты составили 25 % от всей группы 
с перестройками гена ALK.
Еще одним фактором, влияющим на ча-
стоту встречаемости этого генетического нару-
шения, является возраст пациентов. Подавля-
ющее большинство исследователей указывает 
на то, что реаранжировки гена ALK достовер-
но чаще встречаются у относительно молодых 
больных НМРЛ, чей возраст не превышает 
60 лет [18,19,20,21]. В нашем исследовании 
в молодой группе пациентов (до 60 лет) было 
выявлено 12 позитивных случаев (13 %). Сред-
ний возраст пациентов с перестройками гена 
ALK составил 48 лет, лишь одному больному 
на момент исследования исполнился 61 год 
(8,3 % от всей позитивной группы). Тем не ме-
нее, по данным некоторых исследований, в чис-
ло больных с перестройками ALK могут входить 
до 30 % пациентов старшего возраста [22].
Учитывая известную сложность и доро-
говизну FISH исследования, весьма привле-
кательной кажется возможность сужения ис-
следуемой группы за счет отбора пациентов 
без мутаций гена EGFR по критериям, ассо-
циирующимся с высокой частотой встречае-
мости перестроек гена ALK. Мы попытались 
определить, насколько подобная селекция 
больных отразится на выявлении транслока-
ций и приведет ли это к тому, что часть ALK-
позитивных случаев будет пропущена. Оказа-
лось, что сужение тестируемой группы путем 
исключения пациентов с любыми гистоло-
гическими формами НМРЛ, кроме желези-
стых, уменьшило группу обследуемых почти 
на 12 % без потерь больных с перестройкой 
гена ALK. Попытка максимально сузить груп-
пу, включив в нее только молодых некуря-
щих больных с аденокарциномой, привела 
к тому, что тестирование, проведенное в 19 % 
всей популяции, позволило выявить 75 % 
всех ALK-позитивных случаев. Однако 25 % 
больных с транслокациями было пропущено, 
что, безусловно, является неприемлемым. 
Эти результаты подтверждаются литератур-
ными данными. Селекция выборки по всем 
перечисленным критериям, а также по стату-
су гена KRAS, позволяет увеличить возмож-
ность выявления транслокаций ALK до 45 %, 
однако, ценой такой селекции будет потеря 
почти 50 % позитивных случаев [16]. В связи 
с этим, общепринятым подходом к выбору па-
циентов, направляемых на определение пере-
строек гена ALK, является отбор больных с ги-
стологически доказанной аденокарциномой. 
Правомерность такого подхода подтверж-
дается не только результатами клинических 
исследований, но и фармакоэкономически-
ми расчетами [16]. Эти критерии отбора за-
явлены также в большинстве рекомендаций 
по проведению тестирования [4;5].
Выбор оптимального метода выявления 
перестроек гена ALK является до сих пор опре-
деленной проблемой. Метод FISH, потенциаль-
но универсальный и общепризнанный как «зо-
лотой стандарт» клинических исследований, 
достаточно дорог и требователен к качеству 
материала. Нам удалось выполнить исследо-
вание в большинстве случаев (94,5 %), однако 
некоторые исследователи отмечают до 40 % 
(!) неудач [23]. Надо также отметить, что ис-
пользование метода FISH привело к удлинению 
срока исследования каждого образца в среднем 
на 3 дня, хотя, как правило, оба теста: определе-
ние мутаций гена EGFR и перестроек гена ALK 
— удавалось выполнить в течение 10 рабочих 
дней. Такие сроки исследования считаются до-
пустимыми в большинстве существующих ре-
комендаций [4;5;24]. Таким образом, FISH в на-
стоящее время остается наиболее приемлемым 
методом выявления реаранжировок гена ALK, 
так как другие методы, такие как иммуноги-
стохимическое исследование и полимеразная 
цепная реакция пока требуют дополнительной 
валидизации и усовершенствования. Тем не ме-
нее, развитие этих методик, возможно, позволит 
в будущем существенно удешевить и ускорить 
процесс тестирования в рутинной практике.
Проведение пилотного проекта по опреде-
лению перестроек гена ALK в программе www.
cancergenome.ru показало возможность широ-
комасштабного определения генетических на-
рушений у больных НМРЛ с использованием 
налаженной системы логистики и имеющейся 
базы данных. Остается надеяться, что даль-
нейшее привлечение к сотрудничеству россий-
ских онкологов позволит сделать доступным 
подобное тестирование для большинства па-
циентов, нуждающихся в проведении таргет-
ной терапии.
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